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尿中に出現するフェノー Jレは，チロジンより階段的分解lとより生ずるという報告が，今まで
なされて来たことは前報引に於いて述べ，大使より分離した 1株の大腸菌がチロジン→p-オキ
シ・フェニ Jレ・ブロピオン酸→p-オキシ・フェニ Jレ・アクリル酸→p-オキシ安息香酸→フェノ
~}レなる経路によりフェノ~}レを生成することを述べた。然しこれら階段的分解の他に，直接
的に核と側鎖とが断裂されで，アヲエンが生ずる経路があることも報告されているo1941年 
Felix & Zorn仰は豚肝を用いた実験に於いて，チロジンからオキシ・ハイドロヒノンとアラ
ニンが生ずると述べている。ついで 1953年市原・柿原仰は Bact.coli phenologdnesを用
い，チロジンよりフェノ~}レ生成に関する実験に於いて， プェノ{ノレはチロジンより直接生ず
るとなし，プェノ.-}レ定量と同時にベーバ{クロマトグラフでアラニンを証明したと報告して
いるが 詳細には明らかにされていなし¥。
著者は今回新たに，一時的にチロジンの核と側鎖を断裂して，フェノ.-}レとアラニンを生成
する大腸菌を大使中より分離し，新らしい事実を確認したので報告する。
実験の部 

工〉基質 
  
1. チロジユ/， p-及び m-，0・オキシ安息香:酸， 
p-オキシ・フェニル酷酸， p-オキシ・ブェニル乳酸， 
p-オキシ・プェニル・アグリル酸， p-クレゾ-ll--， 
ATPは前報ゆと同じものを用いた。 
2. 乳酸市販の製品を用いた。 
3. 焦性フゃドウ酸 N. B.C.製〈米国〉の焦、性プ
ドウ酸 Naを中和して用いた。 
4. クエン酸市販の製品を用いた。 
5. シス・アコニット酸 Krebs and Egg1eston 
の方法判により合成した。即ち市販のトランス・ア
コニット酸 10gに，無水酷酸 10m1を混じ，振重
し， 20時間 370Cに放置し，生じた不溶物をガラス
フノレターで穂別し，容器と沈殿を塩化アセチル1.5
ml，グロロホルム 4.5m1の混液で洗浄し， i慮液と
洗液を合して，減圧下 500C以下で濃縮し，黄色濃
厚な油状を呈する残澄を，ベy ゾー ルで、煮沸抽出
し，ベンゾール液を放冷すると針状品を析出する。
此の結晶を更に 1回ベンゾール液で再結晶する。こ 
の結晶を 600Cに一夜乾燥して白色粉末のシス・ア
コニット酸無水物が得¥られた。融点780C，此れを実
験の直前に水にとくと，直ちにシス・アコニット酸
となる。 
6. イソ・クエン酸 N. B.C.製(米国〉の製品
を用いた。 
7. コハク酸 Merck社製の製品を用いた。 
8. フマノL酸 Merck社製の製品を用いた。 
9. リYゴ酸 Merck社製の製品を用いた。 
10. ルケト・グルタ J~ 酸 N.B.C.製の製品を用
いた。 
1. ピリドキサノレ N.B.C.製の製品を用いた。 
12. 	 ビタミンC 和光純薬製の製品を用いた。 
IT) 菌の分離
前報刊に於ける液体合成培地の組成中の p-オキ
シ安息香;酸の代りにチロジンを用いた以外は，前報 
と全く同様にしてチロジシよりフェノールを生成す
る菌を大使より分離した。此の菌種は大腸菌であ
る。菌株は此の液体合成培地 (pH7)に増殖させ，
そのま L氷室に保存した。
IIT) 菌浮遊液
普通寒天平板培地 (pH7)にて菌を増殖し，前報
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ゆと全く同様にして作った。此の菌浮遊液に含まれ
る乾燥菌量は約 30mg/mlである。
百〉定量法
1. フェノールの定量 前報ゆと同様，クロロホ
ノレムでフェノー  JJ.，を抽出後赤松・宍倉法〈めにより比
色定量した。 
2. p-グレゾ戸 J 前報〈りと同様，グロロの定量].，
ホルムで p-クレゾールを拍出後 Paulyのジアゾ・
ベyゾーノレ・スルフォシ酸との反応仰による呈色に
よって比色定量した。 
3. 	 アムモニアの定量赤松・勝又法(8)によった。
即ち，フェノ ~JJ.， ・ヒポクりット法により比色定量
した。 
V) 実験方法
試験?夜組成及び実験条件は前報仰と同様である。
但し，実験にはトルオールを重畳しない。
実験成績
1.菌浮遊液によるチ 表1. チロジンよりフェ
ロジンよりフェノ
~Jt.- 生成の場合の 
至適酸度 
至適酸度は第 1表の如 
<pH 7である。 
2. 菌浮遊液による諸 
種化合物よりのフ 
ェノ{ル生成の有
無
ノール生成の至適酸度 
pH |生フェ成ノイ率レ
5 11.6% 
6 47.4% 
7 68.8% 
8 18.4% 
9 10.4% 
基質終濃度 M12000 
実験時間 4時間
此の菌は，p-オキシ安息香酸，.p-オキシ・フェニ
lJ.， ・アクジ Jj，酸， p-オキシ・フェニル酷酸， p-オキ 
手イ・フェニル乳酸よりブェノー Jj，及び p-クレゾール 
チロジ γ終濃度 M/2000，ピリドキサル， 
ATP終濃度 M14000，実験時間 3時間。 
4. 	 トルオール重畳のフェノー Jj，生成に対する
影響
トルオール重畳により，プェノーノLの生成は 0%
である。 
5. 	KCNのフェノール生成に対する影響 
MIIOOO KCNの存在は，フェノー Jj，生成を 100%
阻害する。 
6. チロジシよりフェノール及びアムモニア生成
の時間的関係
此の実験では，酵素活性の強い菌を得るため菌の
増殖には，菌の分離の際用いたチロジシ添加の合成
液体培地を用いた。此の培地を用い 17時間増菌後，
集菌，前述の知く洗瀧後pH7M/IO燐酸塩混液に菌
を浮遊させたものに，ストレ.プトマイシシを 10mg 
/mlの割に加え， 370 1時開放置し，後 12000回転
30分遠心分離し，その沈澄を 1回蒸溜水で洗礁し，
液に浮遊したものを用し、た。
表 2. ピリドキサル・ ATPのフ zノ{ノレ
生成に対する影響
生菌浮遊液の場合
対 照
ピリドキサル 
ATP 

ピリドキサル +ATP

ストマイ処理菌の場合
対 照
ピ刀ドキサノレ
|フェノール
生成率 
25% 
47 
29 
59 
23% 
48 
を生成しなし、。また m-及び 0・ォキシ安息香酸， p・ 沈盗を向上燐酸塩混液に浮遊して，同量の M/1000チ
グレゾールよりブェノ{ノレを生成しない。即ち，基
質特殊性がある。 
3. 	 フェノー Jj，生成に対するピ Pドキサノレ及び 
ATPの影響
生菌浮遊液及び生菌をストレプトマイシ yで、処理
したスト・マイ処理菌浮遊液を用いて，ピリドキサ
ル， ATPの添加の影響を検した成績は第 2表の知
くである。
スト・マイ処理菌の製法: 菌浮遊液の項で述べ
た如く菌を増殖し，集菌，洗糠後， pH 7 M/10燐酸
塩混液に菌を浮遊させ 10mg/mlの割に，ストレプ
トマイシシを加え， 370C 1時開放置し，後 12000図
転 15分間遠心沈殿し，上請を捨て去り，更に蒸溜水
で 1回沈澄を洗1産したものを， pH 7 M/10燐酸塩混
ロジン溶液を加え，0，1，3，17各時間のフェノ{ノレ
とアムモニアの量を同時に定量した。その結果を第 
3表に示す。
表 3. スト・マイ処理菌洗澄を使用した場合の
ブェノールとアムモニアとの生成率
時間下ノ→生成判アムモニア生成率 
O. I 0% 
1 I 57 
3 I 68 
17 I 100 
I 0% 
I 13 
I 17 
I 100 
上表の如く，チロジ y分解に於いて，フェノール
生成がアムモニア生成に先行するが， 17時間で結局
共に 100%になる。
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7. ぺ{バ戸グロマトグラフによるアラニシの
証明
実験6に於いて， O. 3，17時間値に於いて，ベー 
ノミ戸グロマトグラフを行うと， 0時間に於いては，
チロジシのスポットのみ現われ， 3時間に於いては，
チロジシの他にアラニシのスポットが顕著に現われ
た。また， 17時間ではチロジン及びアラエンのスポ
ットは共に現われなかった。
べ{パーグロマトグラフの実施に当って，対照と
しては，アラニン，セリン，チロジシをとった。ま
た，展開液は n・ァゃタノー ル:氷酷酸 :71<.=;4:1:2の
割の混液及びアムモニア加フェノール溶液で、ある。
呈色はニンヒド !)y溶液を用いた。
著者の実験の場合，プタノーノレ・酷酸混液で展開
した場合もアラニシのスポ!ツト証明出来たが，アム
モニア加フェノール溶液で一次展開をし，後プタノ 
~;1，・酷酸混液でご次展開をした場合アラニ yのス
ポット顕著に証明された。
なお，同一試験液組成のもとに， Thunberg氏管
を用いて，無 0，2の場合と，有 O2の場合を行い" 0 
時間， 4時間に於けるフェノール生成率は有O坦の場
合 51.9%，無 O2の場合 52.8%であることを認めた
が，此の試験液をペーパーグロマトグラフで，プタ
ノール・酷酸混液を用いて展開し，ニンヒドリン溶
液で呈色して験べると， 0時間ではチロジシのスポ
アトのみであったが， 4時間値は有O2の場合も，無 
O2 の場合も，チロジン及びアラニジのスポットを
認めた。 
8. 諸種添加物質のフェノール生成に対する影響
、以上の実験によりフェノール生成に，還元反応が
関与すると推考されるので，その還元反応に必要な 
2Hの起源、を検討し，次の結果を得た。試験液組成
は M11000チロジシ 2.0ml，生菌浮遊液1.0ml，添加
物溶液(濃度 M/IOO) 1.0ml:実験時間 4時間，フェ
ノール生成を増強したもの:グエン酸，シス・アコ
ニy ト酸，イソ・グエン酸(詳細は後述〉。
フェノ{ル生成に影響ないもの:乳酸，焦性プド
ウ酸， トラシス・アコニット酸， Ot-ケト・グルタル
酸，コハグ酸，フマル酸， リシコ、、酸，アスコルピン
酸，掻酸，過酸化水素，アラニシ。
フェノール生成を阻害するもの:対照のフェノー
ル生成 36.0%のとき，MI4000グノレコ{スの存在は 16
%， M/400グノレコ{スの存在は 48%フエノーノレ生成
を阻害する。
9. 	 トリカルボシ酸添加のフェノ戸ル生成に対す
る影響
実験8と同一条件下で，生菌浮遊液及びスト・マ
イ処理菌を用いた場合のトリカルボン酸のチロジ y
よりフェノール生成に対する影響をみた結果を第4
表に示す。
表 4. トリカルボン酸添加のプェノール生成
に対する影響くフェノーノレ生成率〉 
I ;tt: I
処理菌 
LL__ スト・マイ
添加物及び終濃度 l生 菌l
MIωoグエン酸 I40.7% I25.8% 
MI亜日ocis-アコニット酸 I 41.2 1 ， 29.6 
M/400 DL・イソグエシ酸 I 43.7 I 36.1 
対照I 28.6 I 25.4 
チロジン終濃度 M12000，実験時間3時間。
上表に示す如く，スト・マイ処理菌使用の場合，
グェ y酸添加はフェノール生成に無影響である。 
10. DL・イソクエン酸及び cis・アコニット酸の
フェノ，ール生成促進に対する飽和濃度
第 5表に示す如く DL・イソグエシ酸の飽和濃度
は M1800. cis.アコニット酸の飽和濃度は MI400であ
る。
表 5. トリカルボシ酸のフェノール生成促進
に対する飽和濃度〈ブェノール生成率〉 
DL・イソグエシ鵬 I ~ Iストマイ1-1_ 
終 濃震 j生菌)処理菌 
MI400 36.6% 26.4% 
M/8ω 36.5 26.5 
M/l旬O 34.1 21.8 
M13200 28.5 13.0 
対照 28.6 13.1 
cis-アコニット酸
終濃度 
M 1200 55.6% 41.0% 
M/400 56.4 41.2 
M/800 51.2 33.9 
M /1600 46.5 28.0 
M13200 46.6 27.8 
対照 46.1 28.0 
チロジシ終濃度 M/200ω 実験時間 3時間。 
11. メチレシ青脱色時間に対するトリカルボシ酸
'の影響
トリカルボシ酸がメチレシ青脱色時間に如何なる
働きをなすかをみるため，次の如き実験を行い第6
表の如き結果を得た。実験には Thunberg氏管を
使用した。試験液組成は次の如し。副室:酵素液
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1.0ml;主室:0.01%メチレン青1.0ml，蒸溜水 3.0
ml，Mho添加物水溶液1.0ml，対照としては添加物
水溶液の代りに蒸溜水1.0mlを用いた。 5mmHg
以下の吸引ポyプで完全に空気を排除し， 370C 10 
分開放置後主室と副室の内容物を混和し， '370Cに加
温しつつ，メチレン青の脱色時間を測定した。
表 6. メチレユ/青脱色時聞くThunberg氏管〉
一一ー |生 菌 ~1r~~告 
p 二E ユ/ 酸 3分 12秒 4分 45秒 
cis-アコニット酸 2分 53秒 4分 19秒 
DL-イソグエン酸 2分 49秒 4分 14秒
対 ，~、n 3分 45秒 4分 44秒
トルオ{ノ]，.重畳 2時間31分 
12.焦性プドウ酸+アムモニア+酵素液にてアラ
ニγが出来るか 
M /600焦性ブドウ酸 Na2.0ml，M 1500アムモニア
水 2.0ml，生菌浮遊液 2.0mlの試験液を作り， 3時
間， 6時間， 24時間値をとり，ベーバーグロマトグ
ラフによりアラニシの検出を試みたが，アラニシの
スポットは検出されなかった。
者 按
著岩が大使中より分離した大腸菌は，至適酸度 
pH 7である。チロジンよりフェノ{ノレを生成する
が，イ也の中間代謝物と推考される諸種化合物，即ち 
p-オキシ安息香酸， p-オキシ・フェニル・アグ});l，. 
酸， p-オキシ・フェニル酷酸， p-オキシ・フェニル
乳酸， p-クレゾールよりフェノールを生成しなかっ
た。此の反応に於いてピリドキサルはフェノール生
成に促進的に作用するが，ピ Pドキサル燐酸がチロ
ジユ/のアミノ基と結合したものが，水素 2原子を援
与し易くなるためで、あるのか，またはチロジシに水
素 2原子を供給する酵素がピリドキサ7l..燐酸は必要
とするかはなお明らかではなし、。グルコースの存在
はト Pプトファ Yよりイシドール生成反応の場合と
同様仰ブェノール生成を阻害ゆし， KCNも阻害す
る。またチロジジからフェノールの生成に際し，遊
離するアムモニアとアミノ酸を測定する実験で，生
菌浮遊液を使用する主，アムモニアの定量の場合盲
検値が高く，また，ベ{パーグロマトグラフで菌体 
成分からのニジヒドリシ陽性のスポットが多種現わ
れて目的に副わないが，ストレプトマイシユ/を菌に
作用させ，遠心沈殿洗糠を行ったスト・マイ処理菌
沈t査を用いると此等の欠点が除かれた。結果はフェ 
ノール生成が，アムモニア生成に先んじ 3時間で
ヲェノール生成 68%に対し，アムモニア生成は 17 
%に止まった。此の時の試験液をペーパ{グロマト
グラフで検すると，チロジシとアラニシのスポ yト
が証明された。次いで 17時間後は"フェノールもア
ムモニアも共に 100%生成をみたが，此の時のペー
ノミーグロマトグラフは，アラニンのスポットも，チ
ロジシのスポァトも検出されなかった。此の実験成
績より，チロジシよりフェノ戸ノレが生成される場
合，一時的に核と側鎖が切断し，フェノーノレと側鎖
よりのアラニシの生成を来Lrその後アラニンの脱
アミノ化反応でアムモニアが生ずると推考される。
即ち，チロジシよりフェノール生成の場合還元的に
アラニシを生成する事を確認、した。此の場合空気を
排除して，無 O2 状態の場合のフェノ ~l]."定量とア
ラニ yの検出を試みたが，有 O2の場合と同様フェ
ノールの生成を認め，且つ，ペーパークロマトグラ
フでアラニシも検出された。
次にチロジンからフェノ ~lしが生成されるには還
元反応が関与するが，此の還元反応、に必要な 2Hの
起源を検討した。 2H供給源と思われる物質の内，
グエシ酸， cis・アロニット酸，イソ・クエシ酸がフ
ェノ{ノレ生成を促進する事がわかった。此のことは
グエン酸は cis-アコニ yト酸を経由し，イソ・グエ
ン酸となり，イソ・グエン酸がイソ・グエン酸脱水
素酵素作用により， 2Hを失い，オキサル・コハグ
酸になる時の 2Hを利用すると思われる。此の場合
当然細菌々体内成分の代謝によって生ずる還元型 
TPN，またはそれから水素2原子を受容した還元型
FADが，チロジシに水素を供l拾すると考えられる
から，此等はプェノーノレ生成を更に促進するものと
思われるが，そのいずれかは，なお，明らかでなし、。
ついで無 O2の状態では H供与質のイソ・グエン酸
よりの 2Hが， H受容質の酸素に運ばれないで，チ
ロジンの還元反応に利用されるので，フェノ{グレ生
成を促進すると息われたが，有 O2の場合とフ z ノ
ール生成率に差は無かった。
ついでフェノール生成促進に対するトリカルボy
酸の飽和濃度を検討したが，生菌の場合もスト・マ
イ処理菌の場合も DL・イソグエシ酸の飽和濃度は
M/800であった。イソグエシ酸脱水素酵素は D体に
のみ有効である故， D・イソグエン酸としては M/1600 
となる。また， cis-アコニット酸の飽和濃度は M/400
である。そこでフェノ -'-;]."生成に対するグエシ酸，
cis-アコニヲト酸，イ.ソ・グエシ酸添加の影響の成
績を比較すると，生菌の場合は此等3者いずれも促
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進作用が認められたが，スト・マイ処理菌ではイソ・
グエシ酸に促進作用があり， cis-アコニット酸がこ
れに次ぎ，グエシ酸には促進作用が認められなかっ
た。これはグエシ酸:cis-アコニット酸:D-イソク
エシ酸は 89:3:8の割合で平衡関係にあり (10)，スト
レプトマイシン処理でアコニタ{ゼの作用が弱まつ
たためと推考される。
際，アミノ・アグリル酸を経由して，焦性プドウ酸
になることが報告(11)されているが，チロジシよりフ
ェノ{ル生成の場合にもアミノ・アグ Pル酸が出来，
それが焦性プドウ酸と NH 3を生じその NHgが再
び焦性プドウ酸と結合してアラニンになる可能性が
一応考えられる岳ここでアミノ・アグ万ル酸になる
場合セリンを経由することも問題になるが，ペーパ
そこで使用した菌にアコニタ{ゼとイソ・クェ;:/- -グロマトグラフではセリシは証明されなかった
酸脱水素酵素とがあるかを Thunberg氏管を用い
て，メチレ y青法で、検査した。 まず生菌浮遊液を用v
いてト Pカルボシ酸終濃度を M/420として Mbの脱
色時閣を測ると，トリカルボY酸はし、ずれも Mbの
脱色時聞を早めた。そこでストレプトマイシ y処理
菌を用い同様実験すると，グエy酸は対照と相異な
く，cis:.アコニット酸，イソ・グエシ酸は脱色時間
を促進した。此のことはトリカルボy酸を用いたフ
ェノール生成に対する影響と同ーイ頃向を示Lている
し，此の菌はアコニターゼも，イソグエジ酸脱水素
酵素も共に持っていることを示すものである。ま
た，ストレプトマイシシはアコニターゼの作用を弱 
めることも認められた。生菌浮遊液での Mb脱色時
聞はトルオールを重畳した場合は，対照が脱色まで 
に3分 45秒を要するのに比して， 2時間31分要し
ている。此のこととトルオール重畳の場合フェノー
ル生成がみられなかったことより， トルオールはチ
ロジシに対する還元反応に用いられる水素源となる
イソグエン酸脱水素酵素系を阻害するため，フェノ
ール生成がみられないものと思われる。
次に近年チステイシより硫化水素生成代謝反応の
し，アミノ・アグリ 1].'酸を経由してアラニユ/が出来
るとし、う仮定は著者の実験成績より否定出来る。即
ち， ，1)フェノ{ルとアムモニアの同時定量及びア
ラニンの検出実験に於いて，フェノ{ルが 100%生
成された時，アムモニアも 100%生成されている
がp 若し NH3と焦性プドウ酸と結合してアラニジ
が出来るとすると著者の実験に於いて NHgが 100
%生成されたことは説明出来ないし，また仮に出来
たアラニシから更に脱アミノ化されて Nfもが遊離
すると考えると，アラニンご焦性プドウ酸 +NH 3
なる平衡状態にあると思われるから，此の場合でも
NH3が 100%生成されることは説明出来なし、。 2)
著者の実験では此の菌はアコニターゼ及びイソグエ
y酸脱水素酵素を持ち， トFカルボy酸がフェノー
ー生成に対し促進的に作用しでし、る。 3)著者の実
験で焦性プドウ酸と NH gとからペーパーグロマト
グラフによりアラニ yの生成は証明出来なかった。
以上の成績より著者は TPNまたは， FADの還元
型から水素2原子をチロジンに与えて，フェノ{ル
を直接的に切り離す酵素の存在を認、めたので，ここ
に報告した次第で、ある。
総 括 
1) チロジンよりフェノ{ルを生成する大腸菌を大便中より分離した。至適酸度は pH7で
ある。 
2) この菌はチロジンよりフェノ ー ルを生成するが， p-，m-，0・オキシ安息香酸， p-オキシ・e
フェ=ル・アグリル酸， p-オキシ・フェニル酷酸， 'p-オキシ・フェニル乳酸， p-クνグ{ルよ
りフェノ{ルを生成しない。 
3) ピリドキサルはフェノ戸ル生成を促進する。 
4) トルオ{ルはフェノ{ル生成を阻害する。 
5) フェノ.--)レとアムモニアの同時定量とアラニンのベ{バ{クロマトグラフによる検出を
試み，アムモエア生成はブェノ{ル生成に遅れて現われ，中聞にアラエンの生成することを，
ベ{パ{クロマトグラフにより証明した。プェノ{ルとアムモニアの生成率共に 100%のとこ
ろでは，チロジジのスポットは検出されなかった。
第 3号 細菌によるチロジシよりフェノール生成 -415ー 
6) トリカルボン酸はフェノ，ール生成を促進する。 
7) Thunberg民管を用いてメチ νン青法で，此の菌はアコニグ戸ゼ及びイヅグエン酸脱
水素酵素を持っている事を証明した。 
8) 焦性ブドウ酸とアムモニアからはアラェンは出来なかった。 
9) 以上の実験より，著者は TPN叉は FADの還元型から水素 2原子をチロジンに与えて，
フェノ{ルを直接的に切り離す酵素の存在を認めた。
木研究は，文部省から赤松教授に与えられた科学研究費により，赤松教授指導の下に行われた
こ与に深く感謝する。
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